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Резюме

Клеточная оболочка M.  tuberculosis в зависимости от 

фазы роста содержит от 40 до 70% белка. Белки обес-

печивают рецепторно-избирательную проницаемость, 

создают систему пор, защищают от переваривания 

в фагосоме и от иммунной системы хозяина, система 

токсин–антитоксин позволяет бороться с другими 

бактериями. Изучены иммунологические свойства 

антигенов дигестивно- и химически-модифицирован-

ной клеточной стенки M. tuberculosis (КС), в которых в 

результате воздействия были разрушены практически 

все белки. Материалы и методы исследования. Про-

ведена обработка КС протеиназой К (КС-prK), или 5N 

NaOH (КС-NaOH). Мыши BALB/c проиммунизированы 

модифицированными КС, в иммуноблоттинге изуче-

ны спектры полученных антител. В ИФА исследована 

реакция противотуберкулезных моноклональных ан-

тител (МАТ) с КС. На 112 сыворотках больных тубер-

кулезом, микобактериозами, другими нетуберкулез-

ными заболеваниями и здоровых доноров изучены 

диагностические показатели модифицированных КС. 

Результаты. Иммуноблоттинг с гипериммунными 

сы  воротками мышей выявил сужение спектра рас-

познаваемых антигенов с 30 полос при иммунизации 

исходным препаратом до 17 КС-prK и 14 КС-NaOH. 

В ИФА с МАТ реакция с белками MPT63, MPT64, 25 кДа 

полностью исчезала. С гликопротеинами HspX, МPT83, 

Ag85, 38 кДа, pstS/phoS и гликолипопротеином LpqH 

наблюдали различные образцы связывания в зависи-

мости от распознаваемых МАТ эпитопов. Необычную 

реакцию выявляли против Rv1681 (молибдоптерин), 

наряду с потерей связывания после модификации КС 

наблюдали увеличение реакции, что возможно указы-

вало на экранированность некоторых участков анти-

гена, которая исчезала после обработки NaOH. МАТ 

против CFP10, Rv0009 (18–19 кДa), Rv0341 и углевод-

ного антигена >30 кДа реагировали после любой об-

работки, что объясняется особой компартментализа-

цией этих антигенов внутри пор цитоплазматической 

мембраны или микомембраны. Исследования IgG в 

сыворотке больных с модифицированными антиге-

нами не вы явили более высоких значений показате-

лей специфичности и чувствительности в сравнении 

с исходным препаратом КС. Замечено достоверное 

увеличение аффинности/концентрации выявляемых 

противотуберкулезных IgG антител как в сыворот-

ках иммунных животных, так и в сыворотках боль-

ных туберкулезом легких, особенно выраженное на 

препаратах КС-NaOH. Заключение. Дигестивная и 

химическая обработка КС позволила исследовать осо-
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бенности скрытых антигенов КС M.  tuberculosis и им-

мунный ответ на них у человека и животных.

Ключевые слова: микобактериальная клеточная 

стенка, химическая модификация, дигестивная обра-

ботка, моноклональные антитела, сыворотки

Summary

The envelope of M. tuberculosis contains from 40 to 70% 

protein in depending from the growth phase. Proteins 

supports receptor-selective permeability, create a pore 

system, perform protection from phagosomal digestion 

and guard from the host immune system, and the toxin- 

antitoxin allows to fight with other bacteria. Immunolog-

ical properties of antigens of the digestive and chemi-

cally modified cell wall of M. tuberculosis (CW) were 

studied, in which almost all proteins were destroyed as 

a result of the impact. Materials and methods of re-

search. The СW were treated with proteinase K (CW-prK), 

or 5N NaOH (CW-NaOH). The mice BALB/c were immu-

nized with modified CW and the spectra of the obtained 

antibodies were studied in immunoblotting. In ELISA in-

vestigated the reaction of tuberculosis monoclonal an-

tibodies (mAbs) with the CW. Diagnostic parameters of 

modified CW were studied on 112 sera of patients with 

tuberculosis, mycobacteriosis, other non-tuberculosis 

diseases and healthy donors. Results. Immunoblotting 

with hyperimmune mouse sera revealed a narrowing 

of the spectrum of recognized antigens from 30 bands 

with immunization the initial CW to 17 bands by CW-prK 

and 14 bands by CW-NaOH. Reaction mAbs with proteins 

MPT63, MPT64, 25 kDa completely disappeared in ELISA. 

With glycoproteins HspX, МРТ83, Ag85, 38  kDa, pstS/

phoS and glycolipoprotein LpqH observed different pat-

terns of binding depending on the epitopes recognized 

by mAbs. An unusual reaction was detected with Rv1681 

(molybdopterin). Along with the loss of binding after 

modification of CW, an increase in the reaction was ob-

served, which may indicate the shielding of some parts 

of the antigen that disappeared after treatment. mABs 

to CFP10, Rv0009 (18–19 kDa), Rv0341 and carbohydrate 

antigen >30 kDa reacted after any treatment, due to the 

special compartmentalization of these antigens inside 

the pores of the cytoplasmic membrane or mycomem-

brane. Studies of IgG in serum of patients with modified 

antigens did not reveal higher values of specificity and 

sensitivity in comparison with the initial preparation of 

CW. There was a significant increase in affinity/concen-

tration of detected anti-TB IgG antibodies both in the 

sera of immune animals and in the sera of patients with 

pulmonary tuberculosis, especially expressed in prepara-

tions of CW-NaOH. Conclusion. Digestive and chemical 

treatment of CW allowed to investigate the features of 

hidden antigens of M. tuberculosis and immune response 

in humans and animals.

Keywords: mycobacterial cell wall, chemical modifica-

tion, digestive treatment, monoclonal antibodies, sera

Введение

Жизненно важным компонентом всех микобакте-

рий является клеточная оболочка, защищающая бак-

териальную клетку от окружающей среды, обеспечи-

вая при этом механическую устойчивость, транспорт 

растворов и белков, адгезию к рецепторам. Ключевой 

особенностью микобактерий является большое со-

держание жиров — до 40% сухого веса, в клеточной 

стенке до 60% липидов, в сравнении с 20% у грамотри-

цательных бактерий [1]. Эти липиды включают жирные 

кислоты с длинными цепями (миколовые кислоты), 

ковалентно «сшитые» с арабиногалактанами, в  свою 

очередь, связанными эфирной связью с трегалозой. 

Данные соединения создают ряд компонентов, по 

которым типируют микобактерии. Липиды микобак-

терий придают уникальные свойства микобактериям, 

например, устойчивость к большинству антибиоти-

ков, за исключением стрептомицина и рифамицинов, 

за счет снижения проницаемости мембраны в 100–

1000  раз в сравнении с грамотрицательными бакте-

риями [2]. Одна из последних моделей клеточной обо-

лочки схематически делит ее на три слоя [3]: внешний 

слой, также называемый капсулой у патогенных видов, 

ядро клеточной стенки и традиционную плазматиче-

скую мембрану. Капсула M. tuberculosis скомпонована 

из глюкана с небольшим количеством липидов и бел-

ков, сходных с белками непатогенных микобактерий. 

Относительное соотношение углеводов и белков в 

капсуле микобактерий варьирует от 3:2 до 3:7 в зави-

симости от фазы роста штамма [4].

Белки клеточной стенки являются наиболее им-

муногенным ее компонентом. В геноме микобактерий 

имеется более 2000 генов белков, из которых в клеточ-

ной стенке и плазматической мембране экспрессиру-

ются более 200. Если пересчитать количество извест-

ных на сегодняшний день белков, осуществляющих 

свои функции в клеточной оболочке M. tuberculosis, то 

выйдет следующая статистика [5].

Белки, участвующие в синтезе клеточной обо-

лочки: синтез миколовых кислот  — 9 белков; синтез 

фтиоцерол димикоцерозата (PDIM) и его транспорт — 

10 белков; синтез пептидогликана — 15 белков; био-

синтез капсулы — 9 белков; биосинтез  липогликанов 
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(LM, LAM, PI) — 4 белка. Белки мембранного транспор-

та: Sec и Tat пути экспорта белков  — 7 белков; 

MmpL-транспортеры липидов и белков (микобак-

тина)  — 11 белков; ATP-связывающий ABC-транс-

портер  — 22 белка; система секреции Type VII ESX 

~  12  белков; другие транспортные белки  — 7  бел-

ков. Регуляторные белки  — около 29 белков. Белки 

теплового шока  — 7 белков. Белки семейства MCE 

(компоненты ABC-транспортера липидов)  — 15  бел-

ков. Белки, отвечающие за антимикробную устойчи-

вость,  — 26 белков. Белки-мишени лекарственных 

препаратов — 10 белков.

Большинство из них гликозилированы, что со-

здает предоминантную основу для взаимодействий 

хозяин–патоген, повышает иммуногенность и виру-

лентность, а также антимикробную устойчивость. 

Гликозилирование в M. tuberculosis главным обра-

зом было обнаружено на белках капсулы клеточной 

стенки и на некоторых других протеинах мембраны 

[6]. Это оказывается очень важным для антигена 85 

(30–32  кДа), который состоит из трех белков (Ag85A, 

Ag85B, и Ag85C), обладает миколил-трансферазной 

активностью и участвует в конъюгации миколовых 

кислот с арабиногалактаном клеточной стенки и в 

биогенезе трегалозомономиколата (TМM) и трегало-

зодимиколата (TDM) — корд-фактора, крайне важных 

для процессов деления и роста микобактерии [7].

Периплазматическое пространство отделяет ми-

комембрану от плазматической мембраны, которая 

состоит из фосфолипидной бислойной мембраны с 

интегрированными белками [8].

Наиболее известными из них являются MmpL 

белки, ответственные за экспорт гидрофобных суб-

стратов для строительства клеточной стенки и секре-

ции. В эту группу входят 13 белков с большой моле-

кулярной массой >100  кДа, способных содержать до 

11–12 трансмембранных доменов. MmpL белки можно 

считать факторами вирулентности, поскольку каждый 

из них транслоцирует через мембрану вирулентный 

компонент. MmpL3 переносит TMM/TDM и AGP  — 

арабиногалактан/пептидогликановый комплекс. Эти 

компоненты необходимы как для целостности мико-

мембраны, так и для внутриклеточного выживания 

микобактерии, а также они важны при образовании 

гранулем. MmpL4 и частично MmpL5 совместно со 

своими субстратами MmpS4 и MmpS5 переносят 

карбоксимикобактин, необходимый для транспорта 

железа внутрь микобактерии. MmpL5 и MmpL7 участ-

вуют в обратном рефлюксе антибиотиков, попавших 

внутрь микобактерии; кроме того, MmpL7 в присут-

ствии с DrrABC (Rv2936-8) экспортирует в периплазма-

тическое пространство фтиоцерол димикоцерозаты 

(PDIM), которые через белок-липидное взаимодей-

ствие с липопротеином LppX (Rv2945c) попадают на 

поверхность клетки [9]. PDIM играет множественную 

роль в вирулентности Mycobacterium tuberculosis. Ги-

дрофобная природа PDIM ограничивает проница-

емость клеточной оболочки и создает внутреннюю 

устойчивость против антимикробных компонентов 

[10]. PDIM также способствует включению бациллы 

макрофагами и нарушает фагосомо-лизосомальное 

слияние [11]. Дополнительно PDIM увеличивает виру-

лентность за счет маскировки распознавания патоге-

на под молекулярные образцы рецепторов врожден-

ного иммунитета [12]. Кроме того, в плазматической 

мембране клеточной стенки содержится много фер-

ментов  — маннозилтрансферазы PimB, галактофура-

нозилтрансферазы GlfT2, цитохрома Р450 и ABC транс-

портер YjfF (inner membrane ABC transporter permease 

protein). Помимо классических фосфолипидов, там 

в больших количествах присутствуют липогликаны, 

фосфатидилманнозиды [13].

Ядро клеточной стенки  — это гигантский ком-

плекс, который условно состоит из трех частей: внеш-

няя часть  — микомембрана, средняя  — арабинога-

лактан и внутренняя часть  — слой пептидогликана. 

Микомембрана представляет нетрадиционную би-

слойную мембрану и состоит из миколовых кислот, 

этерифицированных арабиногалактаном, который 

ковалентно прикреплен к пептидогликану через 

фосфорил-N- ацетилглюкозаминозилрамнозил в ара-

биногалактан, который, в свою очередь, этерифици-

руется в α-алкил-, β-гидрокси-длинноцепочечные 

миколовые кислоты, образуя комплекс миколил– -

арабиногалактан– пептидогликан. Внешний слой ми  -

ко  мембраны скомпонован из липидов, экстрагируе-

мых органическими раствори телями: фосфолипида-

ми, трегалозомиколатами, гли  копептидолипидами 

и липогликанами. Стимулируя макрофаг через ин-

дукцию C-type lec tin (Mincle), TМM и TDM приводят 

к выработке цитокинов и оксида азота [14], в то же 

время TDM — это один из компонентов, приводящий 

к задержке фагосомального созревания [15]. Ди- и 

полиацилтрегалозы (DAT, PAT) и сульфолипид имеют-

ся только у микобактерий M.  tuberculosis complex [1]. 

Ацильные цепи этих липидов синтезируются полике-

тидной синтазной системой PKS, которая приводит 

к полиметиляции углеродных цепей [16]. Они также 

нарушают фагосомальное созревание, но все-таки ос-

новная роль в этом процессе принадлежит PDIM [17]. 

Продукция сульфолипидов (SL) микобактерией регу-

лируется двухкомпонентной регуляторной системой, 

влияющей на вирулентность [18]. Кроме того, иденти-

фицируя факторы, модулирующие NF-κB-зависимый 

сигналинг, показано, что SL является антагонистом 

Toll-like рецептора 2. Как сказано выше, PDIM — семей-

ство длинноцепочечных β-диолов, этерифицирован-

ных с полиметилцепочечными жирными кислотами, 
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способных встраиваться в плазматическую мембрану 

клетки хозяина и повреждать при этом активность 

рецепторов фагосомы [19]. Маннозильная форма 

липоарабиноманнана (LAM-B)  — один из ключевых 

факторов вирулентности МТБ. Этот поверхностный 

липогликан заякорен к внутренним и наружным мем-

бранам клеточной стенки через инозитол фосфат 

маннозид [20]. Маннозильная форма известного ли-

пида микомембраны LAM-B  — это единственное от-

крытое соединение, которое не разрушается в орга-

низме хозяина, а выводится из организма, связываясь 

в печени с желчными кислотами. Существуют тесты, 

позволяющие эффективно выявлять его в моче боль-

ных туберкулезом [21].

Наиболее сложной и удивительной частью кле-

точной стенки микобактерий является микомембра-

на. Ее толщина составляет всего 7–8  нм, несмотря 

на то, что скомпонована она из длинных миколовых 

кислот длиной до С90. Внешняя часть микомембраны 

содержит белки-порины для включения маленьких 

гидрофильных молекул. Например, OmpATb (Rv0899), 

который имеет небольшую схожесть с OmpA-семей-

ством грамотрицательных бактерий. Этот белок фор-

мирует каналы в липидной мембране и захватывает 

серин, но не глицин [22]. Описан и другой порофор-

мирующий белок MctB (Rv1698), обладающий каналь-

ной активностью в микомембране, предотвращаю-

щий накопление Cu внутри периплазматического 

пространства клеточной оболочки, куда его достав-

ляет из цитоплазмы через цитоплазматическую мем-

брану транспортер CtpV, за счет взаимодействия с 

Cu-связывающим металлотионеином MymT [24]. Для 

включения питательных веществ бацилла туберку-

леза имеет целый ряд энергозатратных рецепторов. 

Так, для включения железа в Mtb есть полярный ми-

кобактин, ассоциированный с клеточной стенкой, 

который в паре с более полярным секретируемым 

карбоксимикобактином образует сидерофоры для 

захвата ионов Fe2+, которые транспортируются через 

внутреннюю мембрану посредством ABC-транспор-

тера, содержащего для этого два белка — IrtA и IrtB, 

необходимые для экспорта сидерофоров через вну-

треннюю мембрану. Это ATP/GTP-зависимый процесс, 

в отличие от нетуберкулезных микобактерий и от 

грам отрицательных, где сидерофоры пассивно диф-

фундируют через MspA-пору, отсутствующую у виру-

лентных микобактерий [24].

Для секреции же белков из клетки в Mtb суще-

ствует особая транспортная система типа VII, состо-

ящая из пяти супрамолекулярных помп Esx1-Esx5, 

которые участвуют в переносе через микомембрану 

ряда факторов вирулентности: белков ESAT-6 и Cfp10 

(Esx-1), PE25/PPE41 через Esx-5, и более 100 других 

PE/PPE белков. Этот процесс весьма сложный и энер-

гозатратный, требующий надмолекулярной орга-

низации поры из пяти компонентов (EccBx-EccEx) и 

трансмембранного компонента субтилизин-сходной 

протеазы типа микозина (MycPx), подготавливающей 

субстрат и стабилизирующей мембранный поровый 

комплекс ESX [25].

Существует также система белков токсин–анти-

токсин, способная защищать бациллу от других бакте-

рий во внешней среде [26]. Кроме того, мембранные 

белки требуются для синтеза липидов на внешней 

мембране, например, белок Imp (MT18B_2092, ино-

зитол-1-монофосфатаза), который вставляет ЛПС во 

внешнюю мембрану микобактерии [9]. Кроме того, 

в клеточной стенке микобактерии находятся липазы, 

эстеразы и многие другие белки, заякоренные или ин-

тегрированные во внешнюю мембрану, необходимые 

для прикрепления и инвазии, то есть осуществляю-

щие свои функции на поверхности клетки.

Даже из этого краткого обзора ясно, насколько 

сложна структура клеточной стенки Mtb, и непонят-

но, каким образом она способна сохранять функции 

белкового и рецепторного аппарата в агрессивных 

условиях внешней среды, межтканевой жидкости и 

фагосомы хозяина. Именно поэтому определение 

композиции, локализации и организации внешне-

го слоя и микомембраны клеточной стенки является 

наиболее важным и значимым в наших знаниях о фи-

зиологии и патогенности микобактерий. И, конечно, 

протеазо- и химически устойчивые антигены мико-

бактерий, о которых отсутствует информация в миро-

вой литературе, представляют несомненный интерес 

для исследовательских целей, иммунодиагностики и 

иммунотерапии туберкулеза.

Цель и задачи исследования

Цель исследования: изучить иммунологические 

свойства антигенов дигестивно и химически модифи-

цированной клеточной стенки M. tuberculosis.

Для выполнения этой цели были поставлены сле-

дующие задачи: провести анализ связывания проти-

вотуберкулезных моноклональных антител (МАТ) с 

модифицированными антигенами; получить гипер-

иммунные сыворотки мышей; исследовать спектры 

антигенов, распознаваемых ими в иммуноблоттинге; 

оценить диагностическую эффективность исследова-

ния IgG больных туберкулезом легких, микобактерио-

зами и другими нетуберкулезными заболеваниями с 

модифицированными антигенами клеточной стенки 

M. tuberculosis.

Материалы и методы исследования

Сыворотки 42 больных туберкулезом лег-

ких (22  — инфильтративный туберкулез, 10  — 
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 фиброзно-  кавернозный туберкулез, 4 — диссемини-

рованный туберкулез, 4 — туберкулома, 1 — очаговый 

туберкулез, 1 — туберкулез внутригрудных лимфоуз-

лов), 14 пациентов с микобактериозами (9 — M. avium, 

2 — M. intracellulare, 2 — M. abscessus и 1 — M. xenopi) 

и 28 пациентов с нетуберкулезными заболеваниями 

легких (4  — пневмония, 3  — хроническая обструк-

тивная болезнь легких, 6  — фиброзный альвеолит, 

8  — бронхиальная астма, 4  — экзогенный аллерги-

ческий альвеолит, 3  — бронхит) были получены из 

клинических отделений ФГБНУ ЦНИИТ, сыворотки 

42 здоровых доноров  — со станции переливания 

крови.

В экспериментах применяли лабораторный штамм 

M.  tuberculosis H37Rv из коллекции ФГБНУ «ЦНИИ ту-

беркулеза», Москва, которого выращивали в  синте-

тической среде Сотона в  течение 28 дней при 37 °C. 

Троекратно отмывали забуференным фосфатами рас-

твором (PBS), ресуспендировали в небольшом объеме 

PBS, в суспензиях определяли концентрацию белка по 

Брэфорду.

Ультразвуковые дезинтеграты (УЗД) M.  tuber cu-

losis H37Rv были приготовлены из отмытой бактери-

альной массы на ультразвуковом дезинтеграторе MSE 

при 300 Вт в течение 30 мин при интенсивном охлаж-

дении. Содержание белка определяли методом Брэд-

форда.

Препараты клеточной стенки (КС) получали 

многократной отмывкой осадка УЗД M.  tuberculosis 

H37Rv в забуференном фосфатами физиологическом 

растворе (PBS) с последующей обработкой 1  мг/мл 

протеиназой К (КС-prK), или 5N NaOH (КС-NaOH) 

в   течение ночи при 37 °С, или не обрабатывали (КС-

PBS). Осадки троекратно отмывали в большом объе-

ме PBS, ресуспендировали, в суспензиях определяли 

концентрацию белка.

Поликлональные сыворотки мышей. Мышей ли-

нии BALB/c, выращенных в виварии ФГБНУ ЦНИИТ, 

иммунизировали препаратами клеточных стенок 

M.  tuberculosis H37Rv (КС-PBS, КС-prK и КС-NaOH) по 

схеме 0, 14, 28-й день в неполном адъюванте Фрейнда 

в количестве 50 мкг на животное. На 42-й день имму-

низации у мышей собирали кровь из орбитального 

венозного синуса и получали сыворотки.

Иммуноблоттинг (Western blotting). Иммуноблот-

тинг проводили согласно стандартной методике 

Western blot на расфракционированном в редуциру-

ющих условиях в диск-электрофорезе в 12,5% ПААГ 

 КС-PBS по Towbin и затем денситометрировали.

В исследовании использовали антимикобактери-

альные моноклональные антитела (МАТ), полученные 

ранее против цельных клеток M. tuberculosis H37Rv. 

Специфичность МАТ в основном была против антиге-

нов M. tuberculosis complex [27].

Непрямой иммуноферментный анализ (ИФА) ис-

пользовали для изучения реакции МАТ и сывороток 

людей с модифицированными препаратами клеточ-

ных стенок. Для этого на планшеты наносили УЗД 

M. tuberculosis H37Rv или модифицированные антиге-

ны КС в PBS в концентрации 10 мкг/мл. После инкуба-

ции в течение ночи при 4 °С отмывали и блокировали 

1% BSA в PBS, содержащем 0,01% Tween20 (PBST). Да-

лее в лунки вносили разведения сывороток людей или 

супернатанты МАТ. После инкубации с  МАТ реакцию 

проявляли иммунопероксидазным конъюгатом про-

тив IgG мыши (Jackson Imm.Res.Lab, США), а реакцию с 

антителами сывороток больных МАТ F5 против IgG че-

ловека, меченных пероксидазой хрена [28]. Цветную 

реакцию развивали в 50  мМ цитратно-ацетатном бу-

фере (pH 5,2) с помощью тетраметилбензидина (ТМБ) 

и считывали при 450 нм.

Статистический анализ. Статистическую обра-

ботку проводили стандартными методами оценки 

вариационных показателей, дающих оценку досто-

верных различий средних значений между группами 

по критерию Стьюдента и наличие ассоциаций в изу-

чаемых выборках при проведении корреляционного 

анализа. Диагностические показатели специфично-

сти, чувствительности и другие показатели эффектив-

ности рассчитывали согласно формулам и определе-

ниям, приведенным R.D. Smith [29].

Результаты исследования

После обработки в отмытых суспензиях модифици-

рованных антигенов КС M. tuberculosis H37Rv опреде-

ляли концентрацию белка. В исходном препарате КС-

PBS она составила 2,495 мг/мл, в КС-prK — 247 мкг/мл 

и в КС-NaOH — 76 мкг/мл.

На 42-й день иммунизации модифицированны-

ми препаратами КС у мышей была взята кровь и по-

лучены сыворотки. Сыворотки были исследованы в 

иммуноблоттинге на расфракционированном в диск- 

электрофорезе исходном антигене КС-PBS (рис.  1). 

Более наглядно спектры антигенов, распознаваемых 

сыворотками, представлены на денситометрии имму-

ноблоттинга (рис. 2).

Иммуноблоттинг с сыворотками мышей, иммуни-

зированных препаратом КС-PBS, выявил спектр свя-

зывания в области 10–150  кДа с более чем 30 анти-

генами, в отличие от более узкого спектра в области 

10–100 кДа, полученного в реакции сывороток против 

КС-prK (c 17 полос распознавания) и КС-NaOH (14 рас-

познанных антигенов).

При исследовании реакции полученных ранее 

МАТ против цельных клеток M. tuberculosis H37Rv в 

ИФА с исходным препаратом КС-PBS и модифициро-

ванных КС-prK и КС-NaOH были проанализированы 
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34  МАТ против 14 известных антигенов (табл.  1). Из 

приведенной таблицы можно выявить следующие об-

разцы связывания МАТ с исследуемыми антигенами:

а) когда обработка приводила к полному ис-

чезновению реакции  — МАТ против MPT63, 

MPT64, 38  кДа (некоторые МАТ), 25  кДа, HSP 

16–18 кДа (некоторые МАТ);

б) когда реакция сохранялась после обработки 

протеиназой K, но не NaOH — МАТ против Lpq 

H (19 кДа) (некоторые МАТ), MPT83, Ag85, 38 кДа;

в) реакции не было с КС-prK, но была КС-NaOH — 

МАТ против Lpq H (19  кДа) (некоторые МАТ), 

Rv0009 (18–19 кДa) (некоторые МАТ);

г) реакция не исчезала (или не исчезала полно-

стью) с МАТ против CFP10, Lpq H (19 кДа), pstS/

phoS (37, 38, 40 кДa), белка Rv1681 (50 и 75 кДа), 

Rv0341 и против углеводсодержащего эпито-

па на антигенах с молекулярной массой более 

30 кДа.

Определение противотуберкулезных IgG антител 

сывороток больных туберкулезом легких, нетубер-

кулезных заболеваний легких и здоровых доноров 

проводили в непрямом ИФА. Полученные результаты 

сведены в таблицу (табл.  2) и для наглядности пред-

ставлены в виде точечных рисунков (рис. 3).

Диагностика IgG сывороток больных и здоровых 

доноров на модифицированных и исходных антиге-

нах выявила следующие результаты: КС-PBS (эффек-

тивность 69,56%, чувствительность 81,50%, специ-

фичность 43,05%, концентрация специфических IgG 

у туберкулезных больных 25  мкг/мл, у нетуберкулез-

ных — 30 мкг/мл, у здоровых доноров — 1,5 мкг/мл); 

КС-prK (62,55; 81,59 и 41,44%, концентрация IgG 38,6; 

4,5 и 1 мкг/мл соответственно); КС-NaOH (64,66; 70,87 
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Рис. 1. Иммуноблоттинг сывороток мышей BALB/c, иммунизиро-
ванных исходным препаратом КС-PBS или модифицированными 

КС-prK и КС-NaOH

Таблица 1

Реакция антимикобактериальных МАТ с модифицированными антигенами КС, % от исходного антигена

МАТ Распознаваемый антиген КС-PBS КС-prK КС-NaOH

2F9

CFP10

100,00 4,56 11,40

1G2 100,00 106,25 235,94

3G5 100,00 84,51 178,26

1E5
MPT63

100,00 0,21 0,22

2H2 100,00 1,00 0,80

S4C1G4G7
HspX
(alpha-crystallin homolog)

100,00 0,99 1,37

D4 100,00 49,37 58,85

4H4E7E2 100,00 28,54 21,70

MBS19 (3F1D9H11) LpqH
(19 кДа) 

100,00 11,04 38,56

B3H9 100,00 43,35 4,16



30

Фтизиатрия, пульмонология

МЕДИЦИНСКИЙ АЛЬЯНС № 2, 2019

МАТ Распознаваемый антиген КС-PBS КС-prK КС-NaOH

2E11A3
Rv0009
(18–19 кДа)

100,00 3,30 6,96

1E5 100,00 28,48 22,72

2H3 100,00 0,97 0,97

1C10G10
MPT83

100,00 36,67 1,72

2G11C12 100,00 35,06 0,86

2H3C6 MPT64 100,00 0,77 0,38

1A6
Ag85B
(30 кДa) 

100,00 89,24 1,27

1A5 100,00 11,02 4,66

S2F2E2 100,00 38,48 0,90

1G4
pstS/phoS
(37, 38, 40 кДа)

100,00 0,59 4,71

1C1 100,00 16,28 32,22

1D10H3 100,00 20,93 31,40

1F2A7 PstS1
(38 кДa)

100,00 3,79 7,42

2B1A3 100,00 36,78 1,23

2D9
Rv1681
(50 и 75 кДа)

100,00 47,94 79,41

2H11D1 100,00 6,62 12,15

1F1 100,00 100,72 217,39

2E8C2
25 кДа

100,00 0,52 0,06

3A12F3 100,00 3,19 5,54

2E3 Rv0341 100,00 21,78 21,20

2F5

Углеводный эпитоп >30 кДа

100,00 5,90 8,28

3E10F10 100,00 36,43 11,63

1E4B10 100,00 60,44 55,02

S3A4D4 100,00 20,50 33,18

Таблица 2

Диагностические показатели исследования противотуберкулезных IgG антител больных и здоровых доноров 

на модифицированных клеточных стенках M. tuberculosis H37Rv

Показатель KC-PBS KC-prK KC-NaOH

Истинное превалирование, % 0,389 0,389 0,49

Предсказательная оценка положительного теста, % 0,750 0,674 0,711

Предсказательная оценка отрицательного теста, % 0,500 0,500 0,272

Точка раздела, мкг/мл 1,819 1,281 1,107

Специфичность, % 50,50 43,98 56,69

Чувствительность, % 81,81 80,51 69,26

Эффективность, % 73,76 64,26 64,85

Окончание табл. 1
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Рис. 2. Денситометрия иммуноблоттинга сывороток BALB/c, иммунизированных модифицированными препаратами КС

Рис. 3. Точечные диаграммы концентраций противотуберкулезных IgG в сыворотках больных туберкулезом, нетуберкулезными заболева-
ниями и здоровых доноров в реакции с исходным препаратом KC-PBS (а) и модифицированными KC-prK (б)
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и 54,67%, концентрация IgG 153,0; 6,7 л и 2,2 мкг/мл со-

ответственно).

Обсуждение результатов

Дигестивная и химическая обработка клеточных 

оболочек M. tuberculosis приводит к заметному умень-

шению содержания белка, в 10 раз при обработке 

протеиназой и более чем в 30 раз при жестком гидро-

лизующем действии щелочи. Это достаточно сильное 

воздействие, если учесть, что содержание белка в 

клеточной стенке может составлять от 40 до 70% су-

хого веса микобактерии в зависимости от фазы роста 

штамма [4]. Эти изменения в иммуногенности препа-

ратов становятся заметны при исследовании антител 

сывороток иммунных животных. Во-первых, проис-

ходит сужение спектра распознаваемых антигенов 

иммунными сыворотками мышей, а во-вторых, увели-

чиваются сроки иммунизации. Для получения полно-

ценного ответа на препарат КС-NaOH потребовалось 

1,5 мес по сравнению с 2–3 нед при использовании 

исходного препарата КС. То есть уменьшение содер-

жания белка в КС микобактерии приводит к снижению 

ее иммуногенности.

Ожидаемые результаты были получены при ана-

лизе связывания МАТ, направленных против негли-

козилированных белков M. tuberculosis MPT63, MPT64, 

25  кДа, обработка которых практически полностью 

исключала реакцию с МАТ. Известные гликопротеины 

HspX, МPT83, Ag85, 38кДа, pstS/phoS и гликолипопро-

теин LpqH (19 кДа) показали различные образцы свя-

зывания с различными МАТ. По-видимому, это связано 

с химической природой распознаваемого антигена, 

и  при его экранировании углеводной частью связы-

вание сохраняется, после обработки протеиназой, 

но не после гидролиза NaOH, для антигенов МPT83, 

Ag85, 38 кДа. Необычные образцы реакции проявля-

ются с МАТ против Rv1681 (молибдоптерин), где наря-

ду с потерей связывания МАТ после модификации КС 

наблюдается ее увеличение после модификации, что 

возможно указывает на протеазоустойчивость неко-

торых эпитопов. Этот факт частично подтверждается 

наличием Rv1681 в моче больных туберкулезом [30].

Различные реакции КС с МАТ могут указывать как 

на разную степень протеазоустойчивости, так и на 

различную локализацию распознаваемых антигенов, 

что происходит в случае CFP10, Rv0009 (18–19 кДа), 

Rv0341 и углеводного антигена >30  кДа, небольшое 

связывание с которыми сохраняется после любой об-

работки. Это можно объяснить особой компартмента-

лизацией этих антигенов, в случае Rv0009 (возможная 

железо-регулируемая пептидил-пролил-цис-транс- 

изомераза (PPIase A/rotamase A), усиливает скручи-

вание/фолдинг белков) и Rv0341 (изониазид инду-

цируемый генный белок IniB)  — прочные агрегаты в 

цитоплазматической мембране [31]. Секретируемый 

же белок CFP10, вероятно, находится в комплексе 

с субъединицами трансмембранного домена поры 

специализированной секреции VII типа [25].

Диагностические свойства модифицированных 

препаратов КС показали меньшую диагностическую 

эффективность в сравнении с исходным препара-

том, но при этом специфичность препарата КС-NaOH 

(чувствительность 69,26%, специфичность 56,69%) 

незначительно увеличилась в сравнении с исходным 

препаратом КС-PBS (81,81%, 50,50%) и KC-prK (80,51%, 

43,98%), которые показали сходные диагностические 

показатели чувствительности. Тем не менее концен-

трация выявляемых IgG у больных туберкулезом 

на КС-NaOH возросла более чем в 5 раз (25  мкг/мл 

против 132  мкг/мл в исходном препарате, p<0,05), 

при этом концентрация специфических антител у 

больных нетуберкулезными заболеваниями оста-

лась практически неизменной (8,52  мкг/мл против 

7,13 мкг/мл).

Таким образом, дигестивная и химическая об-

работка клеточных стенок M.  tuberculosis приводит к 

значительному уменьшению количества иммуноген-

ных антигенов. При этом наблюдается явное увеличе-

ние аффинности/концентрации противотуберкулез-

ных ан тител как в сыворотках иммунных животных, 

так и в сыворотках больных туберкулезом легких при 

незначительном увеличении их специфичности.

Новые МАТ против модифицированных препара-

тов КС позволят получить уточняющую информацию 

Рис. 3. Окончание. Точечные диаграммы концентраций противо-
туберкулезных IgG в сыворотках больных туберкулезом, нету-
беркулезными заболеваниями и здоровых доноров в реакции с 
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об антигенах, входящих в состав этого сложного ком-

партмента микобактериальной клеточной стенки, и ее 

строении.

Выводы

1. ИФА МАТ с модифицированными антигенами вы-

явил четыре типа реакции: во-первых, связанной с 

химической природой антигенной детерминанты 

на белках и, во-вторых, на гликопротеинах, в-тре-

тьих, дезавуирование экранированных эпитопов 

и, в-четвертых, особая компартментализация ан-

тигенов в КС микобактерий.

2. Иммуногенность и спектр микобактериальных 

антигенов, распознаваемых гипериммунными 

сыворотками мышей, против препаратов КС ми-

кобактерий напрямую связаны с уменьшением 

содержания белка в модифицированных препара-

тах, приводящим к снижению их иммуногенности 

и сужению спектра распознаваемых антигенов.

3. Оценка диагностической эффективности иссле-

дования IgG больных туберкулезом легких, ми-

кобактериозами и другими нетуберкулезными 

заболеваниями с модифицированными антиге-

нами клеточной стенки M. tuberculosis не выявила 

качественно более высоких значений показателей 

специфичности и чувствительности в сравнении с 

исходным препаратом КС.

4. Достоверное увеличение аффинности/концентра-

ции выявляемых противотуберкулезных IgG анти-

тел как в сыворотках иммунных животных, так и в 

сыворотках больных туберкулезом легких наблю-

дается в препаратах КС после жесткой обработки 

щелочью.
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